シリアンハムスター膵癌細胞株HPD-NRの腫瘍増殖における血管新生の意義 by 江川 新一
シリアンハムスター膵癌細胞株HPD-NRの腫瘍増殖に
おける血管新生の意義
著者 江川 新一
号 2781
発行年 1995
URL http://hdl.handle.net/10097/21213
 氏名(本籍)
 学位の種類
学位記番号
 学位授与年月,日
 学位授与の条件
最終学歴
学位論文題目
えがわしんいち
 江川新一(福島県)
 博士(医学)
 医第2781号
 平成7年3月8日
 学位規則第4条第2項該当
 昭和62年3月25日
東北大学医学部医学科卒業
 Theroleofangiogenesisintheしumorgrowth
ofa,Syrianha,msterpancreaticcancercell
lineHPD-NR.,
 (シリアンハムスター膵癌細胞株HPD-NRの腫
 瘍増殖における血管新生の意義)
論文審査委員
 (主査)
教授松野正紀
教授佐藤靖史
教授金丸龍之介
 一613一
論文内容要旨
 【目的選
 膵癌は最も予後不良の癌であり,新しい治療法の開発が望まれている。近年,血管新生が腫瘍
 の増殖および転移に重要な役割を果たしていることが明らかとなっているが,膵癌においてその
 検討はなされていない。本研究ではヒト膵癌に組織学的,生物学的に類似した唯一の実験動物モ
 デルであるシリアンハムスター膵癌細胞株HPD-NRを用いて,その腫瘍増殖における血管新生
 の意義をあきらかにし,血管新生阻害剤を用いた治療法が膵癌の新しい治療法になりうるかを検
 討した。
 【材料と方法】
 N-nitrosobis(2-hydroxypropyl)amineによりシリアンハムスターに誘導された膵癌の皮下
 継代腫瘍から樹立された膵癌細胞株HPD-NRは膵管上皮由来の中分化型腺癌で,c-Ki-rαs遺伝
 子のcodoni2に点突然変異(GGT(Gly)→GAT(Asp))を有しておりヒト膵癌に組織学的,
 生物学的によく類似している(奈良県立医大,森先生,小西先生より分与)。また,免疫状態の
 正常な同種皮下移植モデルで腫瘍細胞の産生する増殖因子が同種の間質を刺激して血管新生がお
 こる状態で実験しうる利点を有する。HPD-NR細胞の培養上清をヒト臍帯静脈内皮細胞
 (HUVEC)に添加し,その増殖刺激活性の有無をMTT法により検討した。HPD-NR細胞の産
 生する血管新生因子を同定するために逆転写PCR(RT-PCR)とノザンブロット法を用いてヒ
 ト膵癌において高頻度に産生されている5種類の血管新生因子(Transforminggrowthfactor一
 α(TGF一α),TGF一β,acidicfibroblastgrowthfactor(aFGF),basicFGF(bFGF),
 vascularendothelialgrowthfactor(VEGF))の発現について検討した。ハムスターのこれ
 らの因子の塩基配列は報告されていないため,哺乳類で保存されている塩基配列をもとに
 primerを設計し,得られたDNAfragmentをプラスミドベクターにサブクローニングして塩基
 配列を決定した。ノザンブロット法はこれらのクローンをプローブとして用いた。さらに血管新
 生阻害剤σ(chloroacety工carbamoy1)fumaginol(AGM-1470)の加θ∫乙ro,加∂どooでの抗腫
 瘍効果を検討した。1π痂roでは,HPD-NR細胞とHUvECに対する増殖抑制効果をMTT法
 により検討した。HPD-NR細胞の軟寒天培地におけるコロニー形成能に対する抑制効果も検討
 した。∫ηoεooでは5週齢の雄性ハムスター20匹にHPD-NR腫瘍の小片を両側側腹部皮下に移
 植後,腫瘍体積が100n㎡に達したのち,2群に分けAGM-1470を30mg/kg/day,週3回,4週
 間投与,腫瘍体積,体重を経時的に測定した。投与開始後28日目に犠牲死させ,左心室からバ
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 リウムを注入したのち腫瘍を切除し,HE染色,Papの鍍銀染色を行い,組織学的な検討を行っ
 た。
 【結果罰
 HPD-NR細胞の培養上清中には用量依存性にHUVECの増殖を刺激する活性が存在した。
 RT-PCRにより検討した5種類の血管新生因子のうちbFGFを除く4種類のmRNAが検出され
 た。検出されたPCR産物の塩基配列はヒト,ラット,マウスの塩基配列と90%以上のホモロジー
 があり,それぞれ特異的なPCR産物が得られたことが証明された。また,これらのクローンを
 プローブとしたノザンブロット法により,HPD-NR細胞はTGF一αとVEGFを過剰発現してい
 ることが明らかとなった。血痂roにおいてAGM4470はHUVECの増殖を50%抑制値(IC罰)
 が60pg/mlという低濃度で抑制したが,HPD-NR細胞の増殖は単層培養においてもコロニー形
 成能においても約100万倍高濃度の1μg/mlでも抑制しなかった(IC四一20μg/ml)。しかし,
 AGM-147030mg/kgの投与はHPD-NR細胞の皮下移植腫瘍の増殖を投与開始後7日目から有
 意に抑制し(p<0.01),治療群/対照群の比率の最小値は14日目の0.40であった。組織学的検
 討では治療群のvasculari七yは有意に抑制され,腫瘍間質の線維化も抑制された。このメカニズ
 ムの検討のためにAGM-1470をHPD-NR細胞の培地中に添加し,TGF一α,VEGFのmRNAの
 変化を検討したが,AGM-1470によるこれらの増殖因子の発現の抑制はなかった。
匿考察塑
 HPD-NR細胞は培養上清中に血管内皮細胞の増殖を刺激する活性をもち,少なくとも4種類
 の血管新生因子を産生していること,またTGF一αとVEGFを過剰に発現していることがあきら
 かとなった。TGF一αは膵癌のオートクライン増殖因子の一つであり,VEGFは膵癌を含めた消
 化器の固形癌で分泌される血管新生因子である。このことから,HPD-NR細胞は,複数の血管
 新生因子による腫瘍血管の誘導をおこなっていると考えられる。また加漉roで血管内皮細胞
 に特異的な増殖抑制効果をもつが,HPD-NR細胞に対する増殖抑制効果は弱いAGM-1470がぬ
 。匠ooにおいて有意な腫瘍増殖抑制効果を示し,組織学的にも治療群でvasculari七yが減少してい
 ることから,血管新生はHPD-NRの腫瘍増殖において重要な役割を果たしていると考えられる。
 これらの結果から,血管新生阻害剤による治療は膵癌の新しい治療法の一つになり得ることが示
 唆された。
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 審査結果の要旨
 本論文はヒト膵癌に組織学的,生物学的によく類似したシリアンハムスター膵癌細胞株HPD-
 NR細胞の培養上清中に血管内皮細胞の増殖を刺激する活性が存在し,その活性の一因として
 TGRα,TGF一β,aFGF,VEGFなどの血管新生因子が発現されていることを証明し,さらに,
 この腫瘍の増殖が新規の血管新生阻害剤AGM-1470によって抑制されることから血管新生が
 HPD-NR細胞の腫瘍増殖において重要な役割を果たしており,血管新生阻害剤による治療は膵
 癌の新しい治療法の一つになり得ることが示唆されたとしている。その作用機作の解析として,
 AGM-1470はHPD-NR細胞に対する直接的な増殖抑制効果がほとんどなく,血管内皮細胞に対
 する増殖抑制効果の100万分の1程度であること,AGM-1470治療群において腫瘍内の単位面
 積あたりの血管数が有意に減少していること,腫瘍の産生する血管新生因子の発現を抑制してい
 るのではないことを示し,腫瘍血管新生の阻害そのものが腫瘍増殖を抑制したと考察している。
 血管新生が腫瘍の増殖および転移に重要な役割を果たしていることが近年明らかになってきて
 いるが,膵癌においてその検討はなされておらず,血管新生という膵癌の生物学的特性をヒト膵
 癌の動物実験モデルとして重要な位置を占めるハムスター膵癌を用いて明らかにしたことは高く
 評価される。ハムスター膵癌細胞の発現する血管新生因子が内皮細胞の増殖刺激活性と分子生物
 学的な手法をもちいて明らかにされ,かっ,それらがヒト膵癌においても高頻度に発現して様々
 な生理活性をもたらしている増殖因子とほぼ同じであることは,種差を越えた膵癌の生物学的な
 特性を示唆しており,興味深い。このような特性を持つ細胞の腫瘍増殖に対して血管新生阻害剤
 の効果を確認するためには他の抗癌剤の試験に用いられるヌードマウス移植腫瘍とは異なり,が
 ん細胞と間質の細胞が最もよい条件で相互作用することのできる同種移植腫瘍での効果を検討す
 る必要があり,本論文はその点に重点をおいていることも評価される。
 血管新生阻害剤として臨床に使用されている薬剤はいまだなく,AGM4470は新規化合物と
 して注目すべきであると考えられる。生体内で薬剤がどのように増殖を抑制しているかを証明す
 るのは困難なことであるが,本論文ではAGM4470が特異的に血管内皮細胞の増殖を抑制する
 こと,AGM-1470治療群でのvascularityの減少,HPD-NR細胞の血管新生因子の発現に変化
 を与えないことから腫瘍血管新生が抑制され,結果としてハムスター膵癌の腫瘍増殖が抑制され
 たと考察しており,間接的な証明ではあるがよく構築された推論を立てている。
 全体として,ハムスター膵癌の腫瘍増殖における血管新生の意義を追及した論文としてよく書
 けており,英文もacceptableであり,学位論文として適切であると認める。
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